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RESUMO

Com o passar dos anos, o uso de bebidas alcootlicas por mulheres aumentou consideravelmente,
incluindo cerca de 15,2% de gestantes brasileiras, podendo causar acometimentos graves no
feto como deficiéncia no crescimento intrauterino, alteracGes no sistema musculo esquelético,
déficits mentais e cognitivos e problemas cardiacos, renais e pulmonares. As mulheres
apresentam menor quantidade de &gua corpdrea comparada aos homens, permitindo maior
concentracédo de alcool no organismo, além de menores niveis de enzimas metabolizadoras do
etanol, estando sujeitas aos seus efeitos maléficos por tempo prolongado. Por outro lado, a
melatonina € um hormonio alvo de pesquisas nas quais evidenciaram sua importancia para
melhorias em estresse oxidativo, marcadores inflamatorios, nas funcdes renais e alteracfes
histopatoldgicas. Ademais, possui grande capacidade de reduzir os danos por radicais livres e
estimular a atuacéo das enzimas antioxidantes, protegendo os DNASs nuclear e mitocondrial da
degradacdo. Por conseguinte, o presente trabalho visou avaliar se a melatonina possui papel de
prevenir os efeitos deletérios causados pelo consumo crénico de alcool sobre os rins da prole
de ratas. Para isto, foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, pesando aproximadamente 250 + 30g. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais
consecutivos regulares foram selecionadas para o acasalamento e separadas para O
experimento, com a finalidade de formar os seguintes grupos: Controle - filhotes de ratas que
n&o receberam alcool; Alcool - filhotes de ratas que ingeriram alcool; Alcool + Mel - filhotes
de ratas submetidas ao consumo de alcool e tratadas simultaneamente com melatonina. Foi
administrado o alcool etilico nas ratas durante a prenhez e lactagdo via gavagem intragastrica
na dosagem de 3g/Kg de alcool. A melatonina foi administrada em injecGes diarias de 0,8
mg/Kg, por via intraperitoneal. Foram utilizados 12 filhotes de 60 dias de vida por grupo, cujo
6rgédo foi fixado em formol tamponado a 10% e passou pelas etapas histologicas de rotina para
obtencéo dos resultados a partir da avaliacdo de laminas histoldgicas. Foram realizadas analises
morfométricas, histolégicas, histoquimica e analise bioquimica por meio de coloragdo com H.E
e tricromico de Mallory. Os resultados constatados foram auséncia do espago capsular, ou seja,
atrofia glomerular e diminui¢do do lumen dos tabulos contorcidos nos rins dos animais do
grupo Alcool, enquanto tais alterages ndo foram observadas nos grupos Controle e Alcool +
MEL. Houve diminuicdo do indice organossomatico nos rins dos filhotes que receberam alcool
em relacdo aos grupos Controle e Alcool + Mel. A analise dos marcadores de lesdo renal
revelou aumento significativo da creatina e ureia nos animais submetidos ao alcool. Ja
decorrente a analise quantitativa das fibras colagenas, revelou-se o aumento significativo nos
rins dos animais do grupo Alcool em relacdo aos demais grupos, principalmente ao redor de
vasos sanguineos e glomérulos. Deste modo podemos concluir que a melatonina atuou
prevenindo os efeitos deletérios nos rins da prole provocados pelo consumo crénico do alcool
durante a gestacéo.

Palavras chaves: alcoolismo; prevencéo; deletérios; rins
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FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Alcoolismo e seus efeitos deletérios

Em raz&o de ser uma molécula pequena, sem carga e solivel em agua, o etanol é uma
substancia que possui grande facilidade em atravessar as membranas celulares (NORBERG et
al., 2003), atingindo rapidamente o sangue e os tecidos, que apds ser absorvido no estbmago e
no intestino delgado (JUNG; NAMKOONG, 2014), cerca de 90% € quimicamente
transformado no figado, pois é onde se encontra maior quantidade das enzimas capazes de
metaboliza-lo (MINCIS; MINCIS, 2011). De acordo com a Organiza¢do Pan Americana de
Saude (OPAS, 2020), o alcool € uma substancia psicoativa capaz de causar dependéncia e seu
uso nocivo é um potencial gerador de mais de 200 doencas e lesdes, que sdo influenciadas
também por fatores fisioldgicos. A ingestdo cronica de etanol produz uma variedade de
modificacGes sistémicas, incluindo cirrose ‘hepética, hipoproteinemia, ascite, anemia
macrocitica, alteracdes neuroldgicas, deficiéncias vitaminicas (LARATO, 1972; TIRAPELLI
et al., 2001), além do desenvolvimento de distlrbios mentais e comportamentais como a
dependéncia quimica (OPAS, 2020).

O consumo de bebidas alcodlicas esta presente na humanidade ha milhares de anos e, a
partir da Idade Média, com o surgimento da destilacdo, teve sua producdo intensificada
(OLIVEIRA et al., 2012). Tendo como formula quimica CH3CH2O0H, o etanol apresenta
consisténcia liquida, e sua cor pode variar de transparente a escuro ou quase opaco (LIEBER,;
ABITTAN, 1999; VIEIRA, 2012). A partir da oxidagdo desta molécula, hd um aumento da
producdo de radicais livres, gerando um estado de stress oxidativo no organismo (REINKE et
al., 1997).

Assim como a exposicdo excessiva a radiacao solar, uso de tabaco, poluicdo ambiental,
ingestdo de alimentos ndo saudaveis e sedentarismo, existem outros mecanismos que originam
radicais livres em Orgdos vitais, podendo ser mecanismos ndo enzimaticos, como 0 mau
funcionamento da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (GYAMFI et al., 2012;
MANTENA et al., 2008) e mecanismos enzimaticos que envolvem a enzima NADPH oxidases
(KONO et al. 2000) e a enzima CYP2E1 (LU; CEDERBAUM, 2008).

Além da enzima alcool desidrogenase, 0 nosso organismo também utiliza da acéo
enzimatica da CYP2EL tanto no figado, bem como nos rins. Decorrente de estudos foi possivel

descobrir que a indugdo do CYP2E1 é mais vigorosa nos rins em comparagdo com o figado
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(ROBERTS et al., 1994; ZERELLLI et al., 1995). Essa inducao provocou nos rins episodio de
estresse oxidativo que foi capaz de modificar os fosfolipidios nas membranas celulares. Essa
modificacdo gera um sinal de alerta para as células do nosso organismo, que por sua vez,
trabalham ativando as células imunes conhecidas como granulécitos neutrofilos. A ativacdo
dessas células agrava expressivamente o estresse oxidativo, promovendo um ciclo vicioso
(LATCHOUMYCANDANE et al. 2015).

De acordo com Tirapelli e seus colaboradores (2001), o alcool também pode afetar
varios orgdos do trato intestinal como es6fago, estbmago, intestino delgado, pancreas e figado.
Ademais, seu consumo excessivo esté associado ao desenvolvimento de inimeras doencas que
podem levar a ébito (CAO et al., 2015). Capaz de desencadear desequilibrio na concentracao
de antioxidantes e pré-oxidantes nos rins, mediante a reducéo de antioxidantes, o etanol causa
danos oxidativos, gerando danos celulares, necrose, apoptose e inflamacéo local (PERICO et
al., 2004).

Também conhecido como Sindrome de Dependéncia do Alcool (SDA), o alcoolismo é
um transtorno que se adquire com o tempo e que depende da interacdo de fatores bioldgicos e
culturais (GIGLIOTTI; BESSA, 2004). Sendo reconhecido como um importante problema de
salde publica, é uma doenca primaria adquirida em decorréncia da ingestdo de alcool durante
anos, que pode ter sua manifestacdo modificada por fatores como a predisposicdo genética, a
constitui¢do psiquica do individuo e o contexto sociocultural e econémico em que o individuo
esta inserido (CARNEIRO et al., 2005).

O consumo exacerbado de bebidas alcoolicas afeta a sociedade tanto de forma direta
como de forma indireta, visto que, além de provocar danos morais e o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, diabetes e cancer possui ligagdo com o aumento dos custos em
mecanismos do sistema de saude, previdenciario, auxilia na perda de produtividade do trabalho
e desemprego (CAO et al., 2015). Afinal, o alcool se torna o centro prioritario na vida do
sujeito, transferindo as demais atividades para segundo plano (LARANJEIRA; REIS, 2009).

Jellinek (1960) relata que nem todos os usuarios de bebidas alcoolicas sdo considerados
dependentes, existindo diferentes tipos de alcoolismo que transitam dos mais moderados até 0s
mais severos. O gque define o nivel de alcoolismo é a frequéncia e a quantidade ingeridas pois
é a utilizacdo continua que aumenta a tolerancia do organismo ao alcool, se fazendo necessario

ingerir cada vez mais para se alcancar o efeito da embriaguez (JELLINEK, 1960).
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A ingestdo do etanol também estd associada com a liberacdo da dopamina,
neurotransmissor responsavel pela sensacdo de bem-estar e prazer, que € armazenada nas
vesiculas dos terminais pré-sinapticos para ser liberada na fenda apds um estimulo neuronal,
direcionando o individuo a buscar consumir bebidas alcoolicas excessivamente (BRODAL
1997). Vale ressaltar, que independente do consumo ser moderado ou abusivo, por se referir
ao uso de uma substancia psicoativa, pode originar diversas complicacdes fisicas ou psiquicas
(MANGUEIRA et al., 2015). Dentre os sintomas fisicos, sdo apresentados os tremores, cdibras
ou parestesias, nauseas e vomitos, taquicardia e hipotensdo ortostatica. Os sintomas psiquicos
séo ansiedade, humor depressivo, irritabilidade e insénias (HECKMANN; SILVEIRA, 2009).

Em contrapartida, o consumo de etanol estd diretamente associado a aquisicdo e
replicacdo da hepatite C, no qual o alcool, ao se associar com o virus C, se torna potencial
acelerador da fibrose. Além disso, por ser prioritariamente metabolizado no figado, pode

aumentar o risco de cirrose e carcinoma hepatocelular (MINCIS; MINCIS, 2011).

A OMS divulgou em 2016 dados referentes ao abuso de alcool, que constatou que 4,2%
da populacdo brasileira faz abuso ou € dependente do alcool, sendo a maioria homens
equivalendo a 6,9% e 1,6% composto por mulheres. Divulgado em 2018, também pela OMS,
cerca de 3 milhdes de mortes mundiais por ano, o que equivale a 5,3% de todas as mortes,
resultam do uso nocivo do alcool. Agora por uma perspectiva americana, o consumo de alcool
entre o periodo de 2013 a 2015, foi motivador de cerca de 85 mil mortes anuais. Vale salientar
que o consumo de alcool nas Américas é 25% superior a media de consumo global (OPA/OMS,
2021). Isso reforca, mais uma vez, que o alcoolismo se enquadra como vildo a satde publica,

ndo apenas no Brasil, mas em varios outros paises (SILVA et al., 2009).
1.2 Metabolismo do alcool

A molécula de etanol é soltuvel em agua e possui solubilidade lipidica moderada. Apds
a ingestdo oral, o etanol é absorvido no trato gastrointestinal por difusdo (ELAMIN et al.,
2013). Ate que a molécula de alcool seja totalmente quebrada, é necessario uma série de
reacOes quimicas. No figado, que é o principal responsavel por sua metaboliza¢do, ocorre
diversas reacOes oxidativas para a obtencdo do acetaldeido como produto da metabolizacéo do
alcool. Durante esta reagdo, um proton de hidrogénio (H+) é removido do alcool e transferido
para uma molécula de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) que, por sua vez, € reduzida
em NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida). O NADH fornece um alto valor

energético, podendo participar também de outras reagdes, passando o H+ para outros
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compostos. A oxidacdo do alcool ocorre através de trés sistemas enzimaticos que sdo: via
desidrogenase alcoolica, sistema microssomal de oxidacdo do etanol (MEOS) e catalase
(VIEIRA, 2012).

Cada uma dessas vias citadas produz um distarbio metabolico toxico e especifico, na
qual, todas as trés vias resultam na originacdo de acetaldeido, um metabolito cuja toxicidade é
elevada (BRUHA et al., 2012). O acetaldeido, metabdlito altamente reativo é responsavel por
muitas acdes toxicas e lesbes teciduais, que foi produzido € oxidado para acetato
predominantemente por acao da enzima aldeido desi-drogenase-2 (ALDH2) que esta localizada
principalmente na mitocondria hepatica. Para ser transformado em Acetil-CoA, o acetato entra
na corrente sanguinea e sofre acdo da enzima acil-CoA sintase (FORTEA et al., 1999) e,
mediante essa conversdo, ocorre a formacdo da adenosina monofosfato (AMP) a partir da
molécula de ATP (VIEIRA, 2012).

Apos sua conversdo, a acetil-CoA entra no ciclo de Krebs para se tornar dioxido de
carbono e agua. Por possuir prioridade para ser metabolizado, o acetato tem capacidade de
inibir a oxidacdo lipidica. Dessa forma, se torna uma opcdo de energia que nao pode ser
estocada no organismo, causando alteracBes metabdlicas, sendo potencial causador de
obesidade e esteatose hepatica (KACHANI et al., 2008). Vale salientar que, a adenosina
monofosfato, que foi obtida em funcdo da conversdo do acetato em acetil-CoA, pode ser

convertida novamente em ATP ou em purinas e acido urico (VIEIRA, 2012).

Além de estar presente no figado, a ADH (alcool desidrogenase) também é encontrado
no intestino e estbmago (ADH7). Comparada a ADH hepaética, a ADH géstrica, mesmo tendo
menor afinidade, possui maior capacidade oxidativa do etanol, podendo também limitar a
biodisponibilidade do alcool no organismo. Quanto maior for a ingestdo de alcool, maior sera
a concentracdo de moléculas de ADH7, gene que codifica a ADH, no estbmago em menores
periodos de tempos (BUCHO, 2012). Ainda segundo Bucho, o jejum é também fator que inibe
ou reduz a atividade do ADH, fato que explica a razdo pela qual o etanol ser mais toxico quando
consumido com o estbmago vazio, de modo que, a presenca de alimentos no estbmago diminui

a velocidade de absorgéo de etanol e aumenta a atividade da ADH7 gastrica.

O sistema microssomal de oxidagéo de etanol assume papel importante, principalmente
quando os niveis de consumo sao elevados, derivado do consumo cronico de bebidas
alcéolicas. A enzima citocromo P450 (CYP2E1) converte o alcool em acetaldeido,

necessitando de gasto de energia. Nesta reacdo ha a conversdo de NADPH, um proton e
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oxigénio em NADP+ e &gua, gerando como bioprodutos radicais livres que quando
acumuladas, geram estresse oxidativo (ZAKHARI, 2006). As espécies reativas de oxigénio
(ERRO) sdo responséaveis pela ativacao de fatores de transcricdo redox-sensiveis, como o fator
nuclear kappa B (NFkB), promovendo um perfil pro-inflamatério (GRAMENZI et al., 2006).

A Ultima via de metabolizacdo do etanol é mediada pela enzima catalase. Esse sistema
entra em acdo quando h& o consumo de peroxido de hidrogénio (H202) que é transformado
em agua, ndo havendo producdo de ATP. A catalase € responsavel por menos de 2% da
metabolizacdo do etanol. Apos todo processo, na fase final, com a quebra do ATP em AMP, o
acetato é convertido em acetil-CoA, que por sua vez, podera entrar no ciclo do &cido citrico se
transformando também em di6xido de carbono e dgua (JUNIOR, 1998).

1.3 Efeitos do alcool nos rins

Os rins sdo dois 6rgdos grandes em formato de feijdo, situados retroperitonealmente na
cavidade abdominal posterior, apresentando em corte frontal. O peso de cada rim pode variar
entre homens e mulheres dependendo da idade do individuo, sendo em um homem adulto de
125g a 170g e de 1159 a 1559 em uma mulher adulta (TISHER; MADSEN, 1996). A olho nu,
é possivel observar duas regides distintas dos rins: o cortex, porcdo externo castanho
avermelhado, e a medula, por¢do interna muito mais clara (TISHER; MADSEN, 1996;
AUGHEY; FREY, 2001).

Os néfrons sdo as unidades funcionais dos rins atuando na filtragem e retorno de
substancias Uteis do sangue, evitando suas eliminacGes e na remocao de residuos metabdlicos,
ou seja, além de produzirem urina também auxiliam na manutencdo da homeostasia
(MESCHER, 2013). Os néfrons consistem em duas partes, o corpusculo renal, composto por
glomérulo e capsula glomerular (de Bowman), e o sistema de tubulos renais (MESCHER,
2013). O rim filtra o plasma e remove substancias desnecessarias e nocivas para 0 nosso
organismo, sendo assim, possui a funcdo de manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico do
organismo eliminacdo de substancias pela urina (COTRAN et al., 1996; AUGHEY; FREY,
2001). Assim como a ureia e creatina, o EtOH, componente de bebidas alcodlicas, ap6s
passagem hepatica, também € uma das substancias eliminadas através da urina (MESCHER,
2013).
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O néfron exerce sua funcdo mediante quatro etapas principais: filtracdo, reabsorcéo,
secrecdo e excrecdo. A filtracdo do sangue ocorre no corpusculo renal do néfron para formacéo
da urina priméria (ultrafiltrado), através de uma barreira especial de filtracdo seletiva, filtrando
a agua e os solutos do sangue que passam pelos capilares glomerulares. O ultrafiltrado
glomerular é coletado pelo espaco glomerular chegando até os tabulos renais. A reabsorcao e
a secrecao sdo atividades que ocorrem no sistema tubular renal dos néfrons e consistem no
ajuste das substéncias que sdo excretadas e mantidas no corpo respectivamente. Quando ocorre
0 processo de reabsorcdo, os metabolitos voltam para os capilares que circundam o néfron, ja
no processo de secrecdo, a dgua e as moléculas deixam os capilares pertitubulares, seguindo
para o filtrado da urina e posteriormente sendo excretado do rim através dos ureteres
(MESCHER, 2013).

O élcool e seus metabdlitos sdo removidos pelos rins e excretados na urina (DAS
KUMAR; VASUDEVAN, 2008) e por essa razdo, o consumo de bebidas alcoolicas esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento de insuficiéncia renal cronica, visto que,
grandes concentracbes de EtOH sdo capazes de interromper a funcdo dos tubulos renais
(CECCHIN; DE MARCHI, 1996; DAS KUMAR; VASUDEVAN, 2008), causam
atrofiamento dos glomérulos e corpusculos renais, ademais originam reducao significante do

volume dos glomérulos (LEAL et al., 2017).

O consumo de bebidas alcoolicas faz parte da historia ha milhares de anos e, a partir da
Idade Média, ganharam maior concentracdo de etanol e tiveram sua producdo intensificada
(OLIVEIRA et al., 2012). A maior constancia do uso de alcool pode levar a diversos efeitos
sobre os rins e em grandes quantidades podem causar a sindrome de necrose tubular aguda,
caracterizada por lesdo renal decorrente de lesdo tubular aguda e disfuncdo (BATISTA et al.,
2010). O excesso de radicais livres influencia no estresse oxidativo estando envolvido no
desenvolvimento de vérias doengas renais (RODRIGO; RIVERA, 2002).

Para mais, o alcoolismo estéa associado a anormalidades nos tabulos renais, levando a
uma disfuncéo tubular, causando reducéo na capacidade de reabsor¢do maxima da glicose, no
limiar renal para excrecdo de fosfato, aumento na excregdo fracionada de 2-microglobulina,
acido e magnésio, causa acidificacdo renal e aminoacidiria, comprometendo a concentracgao
urinéria, favorecendo uma reducdo generalizada na capacidade de reabsorcdo das células
tubulares (CECCHIN; MARCHI, 1996).
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Os niveis séricos de creatinina e ureia sdo fatores utilizados para avaliar a taxa de
filtracdo glomerular (LACVET, 2019). A creatinina é o indicador principal da funcéo renal,
cuja elevacdo de seus niveis no sangue indica lesdo nos néfrons funcionantes (AL-HABORI et
al., 2002). Além da creatinina, a ureia também ¢é utilizada para avaliar o indice de filtracdo
glomerular (LACVET, 2019). E interessante evidenciar que a concentracio de ureia no sangue
pode variar com a ingestdo proteica, desnutricdo, sangramento gastrintestinal e o uso de

medicamentos, como os corticosteroides (RIELLA, 1996).

Devido ao aumento da pressdo arterial e captacdo do célcio livre e aortico pelas
plaquetas, foi possivel constatar que o consumo de EtOH causa uma série de alteracOes
vasculares nos rins. Desse modo, gera a hiperplasia das células musculares lisas, a partir do
espessamento da parede e reducdo do limen de artérias e arteriolas renais. Por outro lado, no
caso de criancas submetidas ao alcool durante o desenvolvimento no periodo gestacional, o
alcool tem poder de desencadear nos rins anomalias estruturais e funcionais (CECCHIN;
MARCHI, 1996)

Decorrente de pesquisas realizadas com pacientes diagnosticados com insuficiéncia
renal e hipertenséo arterial, foi possivel constatar que os individuos apresentaram relagéo direta
do habito alcoolista com as modificacdes fisioldgicas e morfoldgicas dos rins. Por outra lado,
um estudo realizado com ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, na qual
possuiam 50 dias de idade, submetidos ao alcoolismo experimental, demonstrou resultados
importantes, evidenciando a presenca de vacuolizacdo em células de tdbulo renal, diminuicdo

do espaco na capsula de Bowman e reducdo da espessura cortical (OLIVEIRA et al., 2011).
1.4 Maleficios do consumo de alcool no desenvolvimento embrionario e fetal

Mesquita e Segre (2009) confirmam que houve uma crescente nos indices de consumo
de alcool, especialmente entre a populacao feminina. Apesar disso, a relacdo de uso de bebidas
alcoolicas entre os homens é maior, sendo de trés homens consumidores de alcool para uma
mulher. Ao longo dos anos, evidenciou-se que a populacdo feminina tem iniciado cada vez

mais cedo esta relagdo com o alcool, quando comparada a populagédo masculina.

Diversas pesquisas ja feitas assumem os problemas nocivos decorrentes da ingestdo
cronica do alcool (ROMANO; LARANJEIRA, 2004). As mulheres séo consideradas mais
vulneraveis de sofrerem com o desencadeamento de futuras complicac@es clinicas e maior risco

de morte, assim como, maiores indices de desenvolvimento de doencas hepaticas, mesmo que
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seu consumo de bebidas alcodlicas ndo seja muito elevado e por menor periodo (OLIVEIRA
etal., 2012).

Foi possivel observar que, mesmo ambos possuindo mesmo peso e ingerindo
quantidades idénticas de alcool, os acometimentos negativos na mulher foram maiores que nos
homens, devido a capacidade do organismo feminino de grande absorcao, também devido ao
fato de apresentar maior quantidade de gordura corporea e menor quantidade de agua corporea,
e em consequéncia da menor atividade da enzima dalcool-desidrogenase (DE VIDO;
BOGUNOVIC; WEISS, 2015). Decorrente desses fatores, hd maior biodisponibilidade do
etanol, resultando em maior concentragéo de alcool no sangue feminino o que reflete em uma
possivel intoxicacdo com ingestdo de apenas metade da quantidade de etanol ingerida pelo
homem, mesmo que ambos possuam mesmo peso e que ingiram quantidades idénticas
(OLIVEIRA et al., 2012).

Romano e Laranjeira (2004) também descrevem que o consumo de bebidas alcodlicas
durante a gestacdo ou até para mulheres que desejam engravidar, € um problema de dimensao
maior que a sindrome de dependéncia alcoodlica pois além de afetar a crianca e sua familia, gera

transtornos a toda a comunidade.

Existe uma série de fatores genéticos da mde e do préprio feto que influenciam
expressivamente, desempenhando papel importante, nas manifestacdes da exposicao pre-natal
ao alcool (GRINFELD, 2009). Estudos tém comprovado que a dieta e o estilo de vida da
progenitora tém influéncias diretas na satde do recém-nascido a longo prazo (SANTO, 2015),
idade da mulher e ambiente socioecondmico em que se encontram também sdo fatores
importantes (GRINFELD, 2009). Os efeitos deletérios que atingem a crianga, causados pela
ingestdo do alcool, sdo permanentes e o individuo acometido sofrera suas consequéncias até o
fim da vida. Na crianca e no adolescente causam alteracbes comportamentais; transtorno do
déficit de atencdo e hiperatividade; dificuldades na escolaridade; tendéncia a dependéncia
quimica; transtornos psiquiatricos, além de uma reducdo no periodo de vida média, passando a
ser até de 34 anos (GRINFELD, 2009).

Por outro lado, as bebidas alcodlicas sdo consideradas pelo Ministério da Salde
americano como droga anestésica e sedativa, que pode ser transferida para o leite materno, a
partir do consumo de 1g/kg/dia (BURGOS, 2004). Cerca de 2% do alcool ingerido pela
progenitora é transferido para o bebé através do leite, levando em torno de 30 a 60 minutos

para seus efeitos serem manifestados, causando reducdo no periodo de sono, redugdo na
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movimentacdo dos olhos e modificacdo de outros movimentos corporeos (MESQUITA,
SEGRE, (2010).

Mesquita (2010) também cita que o consumo materno de alcool durante 3 a 4 horas
gera, em media, a diminuicdo de 20% da ingestdo de leite pela crianca, isso porque, o alcool
causa no organismo feminino uma diminui¢do na producgdo da ocitocina materna, horménio
esse que, dentre outras fungdes, é responsavel pela ejecdo do leite materno durante o periodo
de amamentacdo. Consequentemente, a queda da ejecdo de leite acarreta a diminuicdo da
ingestdo pelo bebé (MESQUITA, 2010).

Um aleitamento ideal, que é influenciado pelo estado nutricional materno, suspenséao
de fumo, bebidas alcodlicas, determinados medicamentos e reducdo de estresse, é de suma
importancia para 0 recém-nascido, visto que, durante os seis primeiros meses de vida, sua
nutricdo se deve exclusivamente do leite materno. Ademais, a criancga necessita de peso maior
que 3 kg, tempo de succdo maior que 15 minutos e alta frequéncia de mamadas, evidenciando

como o aleitamento inadequado pode gerar inimeras consequéncias (BURGOS, 2004).

Sabe-se ainda que, existem enzimas fetais e maternas com a funcéo de eliminar o alcool
para o liquido amniotico, isso faz com que a crianca fique submetida a uma acdo muito
prolongada do alcool ainda no saco amniodtico (GRINFELD, 2009). Portanto, o periodo
gestacional é considerado um momento critico na vida de uma mulher, pois além de precisar
sofrer diversas alteragdes fisioldgicas para que o organismo esteja preparado para nutrir e gerar
uma crianca, também se faz necessario atencdo dobrada com o feto e com a mae, visto que, a
salde da gestante influencia diretamente na satde do feto, no que diz respeito a alimentacao,
ao consumo de alcool e ao uso de medicamentos que podem influenciar no periodo gestacional
(MOIMAZ et al., 2006).

Estudos foram realizados para tentar compreender quais seriam as razdes para as quais
gestantes fazem consumo de bebidas alco6licas mesmo estando gravidas. A literatura aponta
que ha associacdo entre consumo de alcool na gestacao e auséncia de companheiro fixo. Além
disso, fatores como baixa escolaridade, baixo nivel socioecondmico e gravidez indesejada
possuem relagéo direta com o alcoolismo (FREIRE 2005). Por fim, gestac6es ndo planejadas
contribuem para a demora do reconhecimento das mesmas, permitindo que muitas mulheres se
envolvam em comportamentos de risco como o consumo de alcool sem ter conhecimento da
gestacédo (LEPPER, 2016).
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Mediante dados fornecidos pela CDC (Centers for Disease Control and Prevention), os
efeitos do etanol que acometem o embrido e feto, agrupados e conhecidos por o Desordens do
Espectro Alcodlico Fetal (DEAF), sdo: os Defeitos de Congénitos Relacionados ao Alcool
(DCRA), Desordens de Neurodesenvolvimento Relacionadas ao Alcool (DNRA) e a Sindrome
Alcoolica Fetal (SAF) (CDC, 2019). A DNRA esta relacionada com o desdobramento de
distarbios mentais, alteracGes funcionais ou cognitivas, dificuldades de aprendizagem, de
controle dos impulsos, de atencdo e de memoria (MATTA et al., 2008; RODRIGUES, 2014).
J& os efeitos da DCRA estdo ligados com alteracGes fisicas como malformacg6es cardiacas,
renais, 0sseas, auriculares e oftalmoldgicas, e anomalias faciais. As malformacdes renais
incluem os rins em ferradura, a duplicacdo uretral e aplasia/hipoplasia e/ou displasia renais
(RODRIGUES, 2014).

A sindrome alcodlica fetal (SAF), é uma das teratogénicas mais grave que acomete o
feto decorrente do consumo crénico de alcool durante a gestacdo. Essa sindrome compreende
nas alteracdes no sistema musculo esquelético, deficiéncia no crescimento intrauterino, déficits
mentais e cognitivos, abstinéncias e problemas cardiacos e pulmonares (PENA et al., 2017),
além de causar alteracOes nas caracteristicas faciais (MESQUITA; SEGRE, 2010).

Grinfeld (2009) diz que a SAF contribui para 0 aumento da taxa de mortalidade infantil,
isto porque, ser acometido pela sindrome pode aumentar em 3 a 7 vezes o risco de ocorrer a
sindrome da morte subita infantil (sudden infant death syndrome). Cerca de 33% das criancas
nascidas que foram submetidas ao alcool durante o periodo gestacional, cuja genitora ingeria
mais de 150g de etanol por dia, desenvolveram anomalias articulares e alteragbes na
coordenacdo motora, malformacéo cardiaca e reducdo da capacidade intelectual, além de um
retardo no crescimento intrauterino (OLIVEIRA; SIMOES, 2007).

Vale ressaltar que, muitos estudos consideram os efeitos deletérios causados a prole de
maes que tiveram um consumo frequente de alcool como o problema mais tragico
(MESQUITA; SEGRE, 2009), porém, aléem disso, mesmo as crian¢as na qual a genitora
consumia moderadamente bebida alcodlica, podem apresentar caracteristicas de abstinéncia,
apresentando sinais como: agitacdo, deficiéncia de succdo durante o aleitamento, irritabilidade,
sudorese e padrdes anormais de sono (OLIVEIRA; SIMOES, 2007).

O etanol, além de possuir facilidade em atravessar as membranas celulares, também
chega aos tecidos do feto devido a barreira placentéaria ser completamente permeavel a esta

substancia, fazendo com que a taxa alcodlica no sangue do feto seja semelhante a da mae, uma



352
353
354
355
356
357
358
359
360
361

362

363

364
365
366
367
368
369
370
371

372
373
374
375
376
377
378
379

380
381
382

19

vez, através do fluxo sanguineo, ocorre difusdo devido a diferenca de concentragédo
(RODRIGUES, 2014). Mesmo que haja enzimas maternas e fetais que eliminem o alcool para
o0 liquido amnidtico (GRINFELD, 2009), apenas a méde consegue fazer a metabolizacdo da
molécula de etanol, em razido da auséncia da enzima Alcool desidrogenase (ADH) no
organismo do feto (RODRIGUES, 2014). Deste modo, o feto acaba sendo submetido a
exposicdo de altas concentracGes alcodlicas por tempo prolongado, até que a da progenitora
diminua para ocorrer a difusdo no sentido inverso (RODRIGUES, 2014). Outro fato que
implica na exposi¢do do feto ao &lcool é a vasoconstricdo da placenta e corddo umbilical,
dificultando o fluxo sanguineo e aumentando o tempo de exposicdo, podendo levar até trés

horas para o etanol ser eliminado do liquido amnidtico (BURD et al., 2007).

1.5 Melatonina e seus efeitos no organismo e rins

A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina € um hormonio produzido principalmente
pela glandula pineal, situada na regido central do cérebro entre os dois hemisférios cerebrais
no teto do terceiro ventriculo (GUERRERO, 2007; MAGANHIN, 2008; NETO; CASTRO,
2008), e que tem acdo direta sobre excre¢do de substancias como o cortisol e a adrenalina,
atuando sobre os ciclos de atividade-repouso e sono-vigilia, auxiliando no controle de estresse
e inflamacGes. Além de possuir efeito neuroprotetor e neuromodulador, também esta
diretamente relacionada a regulacdo do ciclo circadiano, regulagdo imune e cardiovascular,

atividade pré-oxidante e antioxidante e gastroprotecao (JUNIOR et al., 2019).

A sintese da melatonina é regulada pelo ndcleo supragquiasmatico, centro primario de
regulacdo do ritmo circadiano, isto porque, esta sincronizado com o ciclo claridade/escuriddo
(GUERRERO, 2007; BOTAS, 2014). O aminoacido triptofano é extremamente importante na
sintese de melatonina, visto que, ele é transformado em serotonina a partir das células da
glandula pineal, mediante reacGes de hidroxilacao e carboxilacdo. Agora, na auséncia de luz, a
enzima N-acetiltransferase age nessa etapa do processo dando origem a N-acetilserotonina, que
sofre a agdo da enzima hidroxindol-O-metil transferase (HIOMT) originando a melatonina
(MAGANHIN, 2008; BOTAS, 2014).

Apesar da glandula pineal ser a principal sintetizadora e secretora da melatonina,
também existe a melatonina extra-pineal, que pode ser produzida na retina, na placenta

humana, medula 6ssea e em células de defesa, estando muitas vezes vinculada a fungdes
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paracrinas e antioxidantes (TAMURA, 2009). Assim como o etanol, a melatonina também
possui propriedades que da a capacidade de se difundir pelas membranas, conseguindo realizar
fungdes antioxidantes, interagir com receptores nucleares e impedir que o calcio-calmodulina
se comunique com proteinas alvo. Sua atuagao ocorre por meio de seus trés receptores proprios
(MT1, MT2 e MT3) (MAGANHIN, 2008; TAMURA, 2009).

Em estudos feitos com camundongos, pode-se observar que a melatonina e seus
metabolicos, agem protegendo a oxidacao de DNA, lipidios e proteinas, evitando destruicéo
mitocondrial e lisossomal no tecido renal durante a intoxicacdo por etanol (KURHALUK.
TKACHENKO; LUKASH, 2020). Também atuam como limpadores de radicais livres,
limitando o aumento do estresse oxidativo (MAHIEU et al., 2009), e por mecanismos
antioxidantes, promove citotoxicidade e apoptose em células tumorais, além de proteger células
saudaveis de degradacdo (PARIENTE et al., 2017). Por possuir propriedade anfifilica, a
melatonina penetra facilmente as membranas celulares e atua removendo os radicais livres.
Também promove, por meios indiretos, a capacitacdo das membranas em resistir ao dano
oxidativo, preservando sua eficiéncia (SOUZA; MORAIS, 2016).

Foram descritos receptores de melatonina em alguns subgrupos linfocitarios e a
diminuicdo da producgdo de IL-3 e IL-6, que sdo marcadores de resposta inflamatdria, em
pacientes com LUpus eritematoso, auxiliando a melhora no grau da disfuncao renal. A partir de
estudos realizados nos rins, foi possivel constatar que o uso de melatonina em tratamentos
promove melhorias nos fatores de estresse oxidativo, marcadores inflamatorios, fungdes renais
e alteracdes histopatoldgicas (ERDEMLI et al., 2020).

E importante ressaltar que, durante a gestacdo a melatonina materna passa livremente
pela barreira placentaria chegando ao feto, sendo a Unica fonte de melatonina fetal (ALVES,
1998), exercendo seu papel na protecdo contra o estresse oxidativo e na regulacdo de ritmos
biolégicos (THOMAS et al., 2002; REITER et al., 2013). Nas primeiras semanas pos-natal, o
nivel de melatonina no sangue da crianca ainda € muito baixo, porém ha possibilidade de que
a melatonina seja transferida para o recém-nascido atraves do leite materno (ALVES et al.,
1998; CARPENTIERI et al., 2012).

Existem medicamentos especificos para o tratamento de doencas causadas pelo
consumo crénico de bebidas alcoolicas, porém alguns remédios, quando associados ao alcool,

podem ocasionar diversos efeitos colaterais (REIS et al., 2014). Devido a isto, 0 uso da
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414  melatonina tem sido proposto como agente terapéutico para prevenir e remediar 0s danos

415  causados por radicais livres em 6rgdos como figado e rins (BONA, 2014; SOUZA, 2018).
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ABSTRACT

Over the years, the use of alcoholic beverages by women has increased considerably, including
around 15.2% of Brazilian pregnant women, which can cause serious damage to the fetus such
as intrauterine growth deficiency, changes in the musculoskeletal system, mental and cognitive
deficits and heart, kidney and lung problems. Women have a lower amount of body water
compared to men, allowing a greater concentration of alcohol in the body, in addition to lower
levels of ethanol metabolizing enzymes, being subject to its harmful effects for a prolonged
period of time. On the other hand, melatonin is a hormone targeted by research that has
highlighted its importance for improvements in oxidative stress, inflammatory markers, kidney
functions and histopathological changes. Furthermore, it has a great capacity to reduce damage
by free radicals and stimulate the action of antioxidant enzymes, protecting nuclear and
mitochondrial DNA from degradation. Therefore, the present work aimed to evaluate whether
melatonin has a role in preventing the harmful effects caused by chronic alcohol consumption
on the kidneys of rat offspring. For this, 15 albino rats (Rattus norvegicus albinus), from the
Wistar lineage, weighing approximately 250 + 30g were used. Females that presented three
consecutive regular estrous cycles were selected for mating and separated for the experiment,
with the purpose of forming the following groups: Control - offspring of rats that did not receive
alcohol; Alcohol - baby rats that have ingested alcohol; Alcohol + Honey - puppies of rats
subjected to alcohol consumption and simultaneously treated with melatonin. Ethyl alcohol
was administered to rats during pregnancy and lactation via intragastric gavage at a dosage of
3g/kg of alcohol. Melatonin was administered in daily injections of 0.8 mg/kg intraperitoneally.
Twelve 60-day-old puppies were used per group, whose organ was fixed in 10% buffered
formalin and went through routine histological steps to obtain results from the evaluation of
histological slides. Morphometric, histological, histochemical and biochemical analyzes were
performed using H.E and Mallory trichrome staining. The results observed were the absence
of capsular space, that is, glomerular atrophy and a decrease in the lumen of the convoluted
tubules in the kidneys of animals in the Alcohol group, while such changes were not observed
in the Control and Alcohol + MEL groups. There was a decrease in the organosomatic index
in the kidneys of puppies that received alcohol in relation to the Control and Alcohol + Honey
groups. Analysis of kidney injury markers revealed a significant increase in creatine and urea
in animals subjected to alcohol. As a result of the quantitative analysis of collagen fibers, a
significant increase in the kidneys of animals in the Alcohol group was revealed in relation to
the other groups, mainly around blood vessels and glomeruli. Therefore, we can conclude that
melatonin acted to prevent the harmful effects on the offspring's kidneys caused by chronic
alcohol consumption during pregnancy.

Keywords: alcoholism; prevention; deleterious; kidneys
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o &lcool tem sido presente ao longo dos anos e se tornou uma das
substancias psicoativas de maior uso pela populacdo em todo o mundo. A cerveja e 0 vinho
eram usados como fonte diaria de liquidos, nutrientes e calorias, tendo em vista, que possuiam
baixo teor alcoolico. Tudo mudou por volta do século XIX, quando, devido ao tratamento da
agua, as bebidas alcodlicas deixaram de ser diluidas e o &lcool passou a ser destilado e
consumido de forma socialmente (KATZUNG, 2005). As bebidas alcodlicas sdo classificadas
em: vinho, cerveja e os destilados, contendo, respectivamente, 11%, 4% e 50% de etanol em
sua composicéo (SILVA, 2000).

Devido ao seu valor social e econdmico, mesmo apresentando inUmeros riscos para a
salde, o etanol passou a ser muito comercializado, se tornando uma droga licita de facil acesso
(SILVA, 2000). Cerca de 5% da populacdo adulta é dependente de bebidas alcodlicas, cujo
muitos destes usuarios foram acometidos pelos efeitos deletérios que o abuso de alcool causa
(GRAEFF, 1995).

Entre suas consequéncias, podemos destacar que o etanol causa toxidade a outros
6rgdos como cérebro, trato gastrintestinal, coracdo e figado. Em virtude do seu consumo
exagerado, o alcool pode causar o que chamamos de desnutri¢cdo primaria, ou seja, quando ha
uma substituicdo de nutrientes pelo alcool, e a desnutri¢do secundaria, nesse caso, por razao de

ma digestdo ou absor¢do dos nutrientes (SOARES et al., 2010).

Por intermédio do seu metabolismo, o etanol origina substancias de alta reatividade,
como o acetaldeido e radicais livres, que sdo capazes de comprometer severamente o
organismo (LIEBER, 2005). Em virtude de promover alteracGes da motilidade esofégica e
ocasionar alteracbes epiteliais do esdfago, a ingestdo de alcool aumenta o risco de
desenvolvimento de cancer de es6fago e de lesbes precoces (MARTINS, 2013). Outro efeito
negativo, é o acometimento do estébmago, na qual, o EtOH causa rea¢6es como a inapeténcia,
pois, por ser uma substancia energética, passa sensacdo de saciedade. Também pode-se citar
distdrbios gastrintestinais (SANTORUM et al., 2010) e doencas hepaticas, tais como, esteatose

alcoolica, hepatite alcoolica e cirrose (LONGO et al., 2012).

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2012), pdde-se analisar a relagéo do
alcoolismo com o sistema renal, onde demonstrou modifica¢des na integridade do tecido renal

causando afec¢Oes graves. Além disso, foi possivel realizar analises histoldgicas dos rins dos
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animais expostos ao alcoolismo, cujo foi constatado a presenca de vacuolizacdo em células de
tbulo renal, diminuicdo do espaco na capsula e reducédo da espessura cortical (OLIVEIRA et
al., 2012). Decorrente de pesquisa realizada por Cooper (2007), ficou em evidéncia a ligacao
entre 0 uso crbnico de alcool e o desenvolvimento de disfuncbes renais, isso porque,

demonstrou reducdo do volume urinario dos ratos.

Atualmente, o indice de mulheres usuarias de bebidas alcodlicas tem demonstrado
grande crescente. O que preocupa é o aumento do abuso do alcool por mulheres durante o
periodo gestacional, sendo, aproximadamente, 10% de gestantes (POPOVA et al., 2017). E
necessario salientar que, o etanol é soltvel em &gua e possui solubilidade lipidica moderada
(ELAMIN et al., 2013), dessa maneira, consegue atravessar as membranas celulares, incluindo
a barreira amnidtica. Apesar da metabolizacdo do alcool no sangue e no leite serem diferentes,
o0 etanol também pode ser transferido para o bebé através da amamentacgéo, expondo o recém-
nascido a substancia. Contudo, a qualidade do leite pode nédo ser alterada pela presenca do
etanol em pequena quantidade, todavia, ndo exclui a possibilidade de causar efeitos adversos
no sono da crianga, no desenvolvimento neuromotor e no aprendizado (GRINFELD, 2009).
Alguns autores citam evidéncias de que o alcool, quando consumido em grande quantidade,
causa variacdo na quantidade de producdo, o volume, 0 aroma, a COmpoSiGao e a excrecao
lactea, provocando consequéncias a longo prazo no recém-nascido, prejudicando o sistema
imunoldgico, sistema nervoso ocasionando na presenca de deficiéncias (BURGOS et al.,
2002).

Muito se tem falado sobre as diversas fun¢des que a melatonina, horménio produzido
principalmente pela glandula pineal, exerce sobre o organismo (JUNIOR et al, 2019). A
melatonina possui papéis importantes como, a reducdo de formacdo de radicais livres e
oxidacdo hepaética, estimulacao da atuacdo de enzimas antioxidantes, protecdo de DNA nuclear
e mitocrondrial e eleva os niveis celulares de RNAmM (RNA mensageiro) para enzimas
antioxidantes como glutationa, glutationa redutase e a catalase, sendo a Ultima importante para
a metabolizagdo do etanol (SOLIS-HERRUZO; SOLIS-MUNOZ, 2009; SOUZA; MORAIS,
2016).

Apos entrar em contato com o alcool, as celulas do nosso organismo comecam a
trabalhar em sua metabolizacdo, e durante esse processo ha liberacdo de radicais livres,
molécula nociva para nosso corpo, ocasionando no aumento do estresse oxidativo
(GONGCALVES; PEREIRA, 2007). Na busca de uma solucdo, uma alternativa que tem sido
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adotada para compensar os danos causados por radicais livres em 6rgaos como figado e rins, é
0 uso de antioxidantes, como a melatonina, para fins terapéuticos (BONA, 2014; SOUZA,
2018). Além de reduzir a formacdo dos radicais livres e estimular a atuagdo de enzimas
antioxidantes, a melatonina também age reduzindo a oxidagdo hepatica, protege os DNAS
nuclear, mitocondrial da degradacdo (SOLIS-HERRUZO; SOLIS-MUNOZ, 2009; SOUZA;
MORAIS, 2016), auxilia na melhoria de marcadores inflamatérios, fungdes renais e alteracoes
histopatologicas (ERDEMLI et al., 2020).

Visando os danos causados nos rins pelo uso exagerado de alcool, e como esse consumo
influencia diretamente na satde de criangas expostas ao etanol durante periodo pré e pds-natal,
0 presente trabalho teve como objetivo analisar o possivel potencial terapéutico da
administracdo da melatonina para evitar e reduzir os efeitos deletérios causados nos rins da

prole de ratas submetidas ao consumo crénico de alcool.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade,
virgens, pesando aproximadamente 250 + 30g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), aprovado pelo comité de ética institucional sob o nimero 041/2019. Os
animais foram confinados em gaiolas e mantidos com alimentacdo e &gua ad libitum,
permanecendo no biotério a temperatura de 22 + 1°C e iluminagdo artificial, produzida por
lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40W), estabelecendo o fotoperiodo
de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 06:00 as 18:00 horas.
Apo6s um periodo de adaptacdo de sete dias, foram realizados esfregacos vaginais para a
determinacdo do ciclo estral. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais consecutivos
regulares foram selecionadas para o experimento, ap6s o acasalamento e confirmacdo da
prenhez, foram divididas para a formacao dos seguintes grupos experimentais com 10 animais

cada:

Grupo Controle - Filhotes de ratas que ndo receberam alcool durante a prenhez e

lactacdo, eutanasiados apds 60 dias de vida;

Grupo Alcool - Filhotes de ratas submetidas ao consumo cronico de alcool durante a

gestacdo e lactacdo, eutanasiados apds 60 dias de vida;

Grupo Alcool + Mel - Filhotes de ratas submetidas ao consumo crénico de éalcool e
tratadas simultaneamente com melatonina durante a gestacao e lactacdo, eutanasiados ap6s 60

dias de vida.

2.1 Acasalamento dos Animais

As fémeas dos experimentos foram acasaladas na proporcdo de um macho para cada
trés fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h). No dia seguinte foram realizados exames
vaginais nas ratas, sempre no periodo da manha (06:00 h), para a confirmacéao do acasalamento,
foram realizados exames colpocitologicos usando o método de coloragdo de Shorr-Harris e a
analise das laminas foi feita através da microscopia de luz, tomando-se com parametro, para a
confirmacgdo do acasalamento, a presenca de espermatozdides. Este dia foi considerado como

0 primeiro dia de prenhez.
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2.2 Administracao do etanol

Foi administrado por gavagem intragastrica, a dosagem de 3 g/Kg de alcool etilico nas
ratas durante a prenhez (VARLINSKAYA et al., 2001; ARAUJO-FILHO et al., 2007;
SCHEIDT et al., 2015; MARCO et al., 2017).

2.3 Tratamento com Melatonina

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) foi
administrada em injec¢des diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacdo. Para tanto, a melatonina
foi dissolvida em 0,2 pl de etanol e diluidaem 0,8mL NaCl a 0,9%. As injecdes foram aplicadas
via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00 as 19:00h. Esta dose é comparavel a dosagem
humana (9 mg/kg), a qual foi convertida com base na area de superficie do corpo (PAGET;
BARNE, 1994; MOUSTAFA et al., 1999; ABD-ALLAH et al., 2003). Os animais dos grupos

| e Il receberam o veiculo do horménio.

2.4 Indice organossomatico

O peso dos filhotes e dos rins foi registrado no dia da eutanasia para analise do indice
organossomatico. O peso dos rins foi utilizado como um indicativo da acdo do alcool. Para
tanto foi calculado a razdo entre os pesos dos 6rgdos e peso corporeo de cada animal para a

obtencéo de seus respectivos indices organossomaticos como na férmula abaixo:

10 =PO/PC x 100

Onde 10: indice organossomatico/ PO: Peso do Orgéo/ PC: Peso corporeo.

2.5 Histopatologia

Para coleta dos rins dos filhotes aos 60 dias de idade, foram anestesiados por via
intramuscular. A seguir, foi realizada a abertura da cavidade abdominal para a remocéao dos
rins. Foram utilizados 12 filhotes por grupo. Os animais foram eutanasiados utilizando-se o

aprofundamento da anestesia com hidrocloridrato de cetamina (80mg/Kg) e xilazina (6,0
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mg/Kg), associado ao tiopental (100 mg/kg), intraperitoneal. Fragmentos dos rins foram
mergulhados em formol tamponado a 10%, permanecendo no mesmo por 48 horas. Ap0s esses
procedimentos foram desidratados em alcool etilico (concentracfes crescentes), diafanizados
pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em
micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para 5 um. Os cortes assim obtidos foram
colocados em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa
regulada a temperatura de 37°C, durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, 0s
cortes foram submetidos a técnica de coloracdo pela hematoxilina - eosina (H.E.); coloracao
por tricmico de Marolly e analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e
fotografados em microscépio OLYMPUS BX-50.

2.6 Analise Morfométrica

Para a analise morfomeétrica dos rins dos filhotes aos 60 dos grupos experimentais foram
utilizadas trés laminas de cada grupo e analisados dez glomérulos em cada lamina. As medidas
foram restritas aos glomérulos que demonstraram, num Uunico corte, 0s polos vascular e
urinario. Essa disposic¢do indica a sec¢do coincidente com a regido equatorial do glomérulo.
Para as mensuracdes foram utilizados os glomérulos selecionados ao acaso. A captura da
imagem foi efetuada através de cdmera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus®
Bx50. A morfometria foi realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em
micrémetros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows. Para a obtengdo da area
glomerular o cursor foi posicionado na area central do glomérulo, estabelecendo-se, a partir
dai, uma linha circular externa, coincidente com os limites do tufo glomerular. Para
mensuracgdo da capsula de Bowman foi adotado a mesma metodologia (AKAOKA et al., 1994).
O volume glomerular e da cépsula de Bowman, foi calculado de acordo com os critérios
preconizados por Pagtalunan et al. (2000). Para essa estimativa, foi utilizada a equacao 4/37nr3

(Y4

destinada ao calculo do volume da esfera, na qual “r” representa 0 raio.

2.7 Analise Bioquimica

A coleta de sangue foi executada imediatamente ap0s a anestesia, por puncéo cardiaca.

O material foi centrifugado rapidamente sob refrigeracéo (4°C) e o soro congelado a -20°C até
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a dosagem de Creatinina e Ureia utilizando kits colorimétricos da LABTEST® seguindo a

metodologia do fabricante.

2.8 Andlise Estatistica

Para a comparacdo dos dados morfométricos, bioquimicos e histopatologicos foram
realizadas a Analise de Variancia, quando significante esta foi complementada pelo teste de
Comparagdes Multiplas de Tukey e Kramer. Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (p <
0,05).
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RESULTADOS
Anélise histopatoldgica

Os rins dos filhotes dos grupos experimentais apresentaram regido cortical e medular
bem definidas. Nos animais dos grupos Controle e Alcool + Mel observou-se corpusculos
renais constituidos pela capsula de Bowman, espaco capsular e glomérulos bem preservados.
Entretanto, nos rins dos animais do grupo Alcool os corpsculos renais apresentaram auséncia
do espaco capsular, caracterizando uma atrofia glomerular, além da reducdo do lumen dos

tbulos contorcidos renais (Figura 1).

Anélise histoquimica

A analise histoquimica, em relacdo a presenca de fibras colagenas, mostrou que o grupo
Alcool apresentou maior intensidade na coloragdo pelo corante tricromico de Mallory,
principalmente em torno dos vasos sanguineos e glomérulos, em relagdo aos grupos Controle
e Alcool + Mel (Figura 2). A anélise quantitativa das fibras colagenas revelou aumento
significativo nos rins dos animais do grupo alcool em relacdo aos demais grupos experimentais
(Figura 3).

Houve reducdo do indice organossomatico nos rins dos filhotes que receberam alcool
em relacdo aos grupos Controle e Alcool + Mel (Figura 4). A anélise dos marcadores de leséo
renal revelou aumento significativo da creatina e ureia nos animais do grupo alcool em relacéo

aos animais dos demais grupos (Figura 5).
Anélise morfométrica

Na analise morfométrica dos rins observou-se no grupo Alcool a reducio significativa
do didmetro e volume do glomérulo, além do diametro e volume da capsula de Bowman. A

administraco da melatonina preveniu essas alteragdes no grupo Alcool + Mel (Tabela 1).
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Figura 1: Fotomicrografia dos rins dos animais dos grupos experimentais. A-B: Controle; C-
D: Alcool; E-F: Alcool + Mel. Observar em A, B, E e F corplsculo renal (setas longas) com
capsula de Bowmann (setas curtas), glomérulo renal (GI) e tubulos contorcidos renais com
lumen (setas pontilhadas). Em C e D notar corpusculos renais (asteriscos) com auséncia do

espaco capsular e tubulos contorcidos renais sem Iimen (pontas de setas). Coloracao: HE.
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661  Figura 2: Histoquimica para fibras coldgenas nos rins dos animais dos grupos experimentais.
662 A-B: Controle; C-D: Alcool; E-F: Alcool + Mel. Observar em C e D maior intensidade na
663  coloracdo, principalmente em torno dos vasos sanguineos e glomérulos, em relacdo aos grupos

664  Controle e Alcool + Mel. Coloragéo: Tricromico de Mallory.
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666  Figura 3: Quantificacdo de fibras colagenas em pixels. Notar aumento significativo no grupo
667  alcool em relacdo aos demais grupos experimentais. Médias seguidas das mesmas letras ndo

668  diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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671  Figura 4: indice organossomatico dos rins dos filhotes aos 60 dias de vida. Verificar reducéo
672  significativa no grupo alcool. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo

673  com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Bioquimica renal

Figura 5: Dosagem sérica dos niveis de creatina e ureia dos filhotes aos 60 dias de vida.
Verificar aumento significativo desses marcadores de lesdo renal no grupo alcool. Médias
seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com

post-hoc Dunn (p<0,05).

Tabela 1. Média + desvio padréo do diametro do glomerular (DG), volume do glomérulo (VG),
didmetro (DCB), volume (VCB) da cépsula de Bowman nos rins dos animais aos 60 dias de

vida.

Grupos Controle Alcool Alcool + Mel P

DG (um) 6698 + 351,30a 4707 + 295,34b 6704 + 267,00a 0,0017
VG (um?®) 36046 + 742,50a 25961 + 178,66b 37276 + 100,71a 0,0013
DCB (um) 7459 + 63,21a 4823 +119,90b 7625 + 103,11a 0,0002

VCB (um?) 79289 + 895,45a 48202 + 150,62b 78048 + 470,75a 0,0001

Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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DISCUSSAO

O consumo de alcool na gravidez apresenta riscos especificos para um feto, tanto
durante seu desenvolvimento intrauterino quanto pds-natal (FINER; ZOLNA, 2006). A
exposi¢do ao alcool pode causar diversos efeitos deletérios ao feto ou embrido, como anomalias
estruturais e deficiéncias comportamentais e neurocognitivas, cujos efeitos perduram durante
toda vida do individuo (HOYME et al., 2005; MESQUITA; SEGRE, 2009). E evidente que o
consumo exacerbado do alcool é capaz de prejudicar a capacidade materna de manter o
desenvolvimento saudavel do feto, ja que a absor¢do de nutrientes € interferida pelo habito
alcoolista e causando a vasoconstricdo do corddo umbilical e da placenta modificando a
dindmica de fornecimento de nutrientes para o feto através do fluxo sanguineo, tornando uma
alimentacdo ndo ideal (GOODLETT; HORN, 2001; MINCIS; MINCIS, 2006).

O conjunto de alteragdes sofridas pelo recém-nascido é denominado de Desordens do
Espectro Alcodlico Fetal (DEAF), na qual um dos primeiros sintomas manifestados no pré-
natal é a deficiéncia de crescimento, seja no comprimento ou peso, que provavelmente persiste
também no pés-natal (HOYME et al., 2005; MESQUITA; SEGRE, 2009). Segundo trabalho
realizado por Domingues et al. (2009), foi possivel observar que houve interferéncia do etanol
no crescimento dos fetos. Outros efeitos adversos incluem aborto espontaneo, trabalho de parto
prematuro, restricdo de crescimento intrauterino e natimorto, havendo morbidade a qualquer
potencial incapacidade subjacente (HEHNDERSON et al., 2007; MUGGLI et al., 2017).

Por outro lado, a melatonina € um horménio que tem sido muito estudado por
pesquisadores devido as suas inumeras funcdes. Sintetizada principalmente pela glandula
pineal (AXELROD, 1974), a melatonina também pode ser obtida, em menor quantidade, pelo
corpo ciliar da iris, glandulas harderianas, glandulas lacrimais, linfdcitos e intestino grosso
(SOARES-JUNIOR et al., 2003; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). A melatonina tem
acdo no ciclo circadiano, na atividade imunomoduladora (REITER et al., 2013), protecdo
mitocrondrial (JOU et al., 2010), anti-inflamatdria, antioxidante, gastroprotecdo (JUNIOR et
al., 2019) e fisiopatologia reprodutiva (SOARES-JUNIOR et al., 2003). Com base em estudos
foi comprovada a acdo anti-apoptdtica, atribuindo esta acdo principalmente as suas
propriedades antioxidantes (NAVA et al., 2000; HOIJMAN et al., 2004; BAYDAS et al.,
2007). Dessa forma, devido as suas caracteristicas terapéuticas, esse hormonio tem sido muito
utilizado de forma exdgena na tentativa de controle de algumas enfermidades (CRUZ et al.,

2005; ROSA et al., 2010) afinal, referente sua acgdo contra os radicais livres, apresenta alto
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espectro antioxidante e toxicidade minima, ndo desencadeando riscos para 0 organismo
(REITER; CARNEIRO, 1997).

Muitos estudos evidenciam os efeitos nocivos causados pelo metabolismo do alcool,
onde a maioria desses efeitos podem ser atribuidos a toxicidade de seus metabdlitos que
desencadeiam estresse oxidativo (SILVA, 2009). Por outro lado, o etanol e o acetaldeido
promovem dano a membrana celular do néfron, que por meio de mecanismos anti-inflamatorios
e pré-oxidantes, reduz a producdo de acidos graxos, colesterol, fosfolipidios, resultando no
desequilibrio eletrolitico, tendo reducéo da excrecdo de potassio e aumento da reabsorcdo de
sodio pelo tabulo proximal e alga de Henle (ADEWALE; IFUDU, 2014; VAMVAKAS et.,
1998). Nas analises histologicas e morfométricas dos rins, o grupo Alcool apresentou nos
corpusculos renais, auséncia do espago capsular, o que caracteriza uma atrofia glomerular.
Além disso, observou-se reducdo do lumen dos tdbulos contorcidos renais e reducdo
significativa do didametro e volume do glomérulo e da cdpsula de Bowman, isso porgue a
filtracdo do sangue acontece no corpusculo renal e a reabsor¢éo e secrecdo do etanol ocorre no
sistema tubular dos rins, o que estd diretamente relacionado ao desenvolvimento de
insuficiéncia renal crénica (DAS KUMAR; VASUDEVAN, 2008; MESHER, 2013).

Com esse trabalho foi possivel analisar que o grupo Alcool+Mel apresentou regifo
cortical e medular definidas, devido provavelmente a acdo da melatonina que, possui facilidade
em adentrar as membranas celulares e remover os radicais livres, também capacita as
membranas a resistirem a danos oxidativos, sendo assim, é possivel afirmar que a melatonina
mostrou sinais ndo s de prevenc¢do contra os efeitos deletérios do etanol (SOUZA; MORAIS,
2016). Vale salientar que a melatonina materna atravessa a barreira placentaria (ALVES, 1998)
podendo exercer o seu papel protetor sobre as lesdes, impedir possiveis alteracdes na placenta,
auxiliando a manter a absorcdo de nutrientes pela mée, preservando o fluxo sanguineo e o
crescimento adequado do feto, impossibilitando o acometimento do mesmo (ZHANG et al.,
2017). Verificou-se através de pesquisas, que o tratamento com melatonina evitou a restricao

do crescimento fetal e danos oxidativos na placenta (NAGAI et al., 2008).

Os radicais livres sdo produtos normais do metabolismo aerdbico, porém quando a sua
producdo supera os mecanismos de defesa antioxidantes, teé m como produto o estresse
oxidativo. Essas moléculas instaveis tém capacidade de reagir com DNA, proteinas e lipidios,
levando alteragdes no metabolismo mitocrondrial, consequentemente ocasionando dano celular

(SIES, 1997). O estresse oxidativo estimula a producéo de citocinas inflamatodrias que induz a
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superproducdo de radicais livres que, por sua vez, resulta em fibrose renal e doenca crénica
progressiva (KIM, 2009), o que explica o fato da analise histoquimica ter apresentado maior
intensidade na coloragdo por tricomico de Mallory, principalmente, em torno dos vasos
sanguineos e glomeérulos nos rins dos animais que foram induzidos ao alcoolismo, enfatizando
a presenca de grandes quantidades de fibras colagenas, podendo caracterizar uma perda de
funcéo renal. Por outro lado, evidenciou-se que ndo houve aumento de fibras colagenas nos
rins dos animais Alcool+Mel, comprovando a atuagio da melatonina na prevencao de producio
de radicais livres e citocinas inflamatdrias, evitando gerar a formacdo exacerbada de

acetaldeido e consequentemente um quadro de fibrose (HU et al., 2009).

A creatinina é um composto nitrogenado que deriva da creatina muscular, ou seja, a
quantidade de creatinina produzida esta associada com a quantidade de creatina disponivel na
massa muscular. Contudo, a biodisponibilidade de creatinina formada é considerada constante
sendo pouco afetada pela alimentacdo (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997). Portanto, a
creatinina € usada como referéncia na anélise de alteragdes dos niveis de ureia sanguinea
(GONZALEZ et al, 2000). Os niveis séricos de ureia podem servir de anélise clinica avaliando
0 indice de filtracdo glomerular (MITCH, 2001). Entretanto, diferente da creatinina, sua
producdo nédo é constante durante o dia e a sua concentracdo pode sofrer variacdes mediante a
ingestdo proteica, desnutricdo, sangramento gastrintestinal e o uso de alguns medicamentos,
como corticosteroides (RIELLA, 2010).

Além disso, a quantidade de ureia pode alternar de acordo com a taxa de producgédo
hepética, afinal por meio da quebra das proteinas e a biossintese da ureia, cujo acontece
exclusivamente em processo hepatico intracelular, o nitrogénio presente no aminoacido é
convertido em ureia por um ciclo enzimético. Como ficou claro, a razéo ureia sérica/creatinina
sérica pode indicar estados patoldgicos diferentes, consequentemente devem ser analisados em
conjunto (SODRE et al., 2007). Quando essa razdo € encontrada elevada, levando em
consideracdo o valor de referencial, indica diminuicdo do fluxo sanguineo renal, presenca de
processos obstrutivos pos-renais, como tumores ou estenose de vias urinarias. Logo, o resultado
do indice organossomatico nos rins dos filhotes submetidos ao alcool comparado aos grupos
controle e Alcool + Mel comprova que 0 aumento da quantidade de creatina e ureia nos animais
do grupo alcool, revelado a partir da analise dos marcadores de leséo renal, teve acdo nociva
sobre os rins, podendo levar a hipercreatinemia e o hiperuremia acometendo seu funcionamento

(MOTTA, 2009). Entretanto, nesta pesquisa, constatou-se que a melatonina provavelmente foi
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capaz de evitar lesdo nos néfrons funcionais e assim, impedindo alteracdes nas funcdes renais
como a filtracdo glomerular, o que esté de acordo com os achados de (ERDEMLI et al., 2020).
Desse modo, as propriedades da melatonina fazem com que ela apresente acgdes anti-
inflamatoria, antioxidante e moduladora de citocinas, além de evitar a restricdo do crescimento

fetal e danos oxidativos na placenta da genitora (NAGAI et al., 2008).

CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, pode-se concluir que a melatonina foi capaz de prevenir as
afeccdes prejudiciais do etanol nos rins da prole cujas matrizes foram submetidas ao consumo
cronico de alcool durante todo o periodo gestacional. A melatonina também atuou de forma
positiva sobre 0 peso e o comprimento da prole, mostrando sua eficiéncia na prevencéo de
alteracOes na absorc¢do e transporte de nutrientes. Por fim, demonstrou eficacia na prevencao

dos danos causados pelo alcool a filhos de mulheres com habitos alcoolistas.
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